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บทคดัย่อ 
 
การฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โดยเตรียมอสุจิดว้ยเทคนิค swim-up จากนั้นตวัอสุจิจะถูกฉีดเขา้ไปในไซโพลา
สซึมของไข่โคท่ีถูกเล้ียงใหสุ้กในหลอดแกว้ดว้ยเคร่ือง micromanipulator หลงัจากนั้นกระตุน้ดว้ย 5µM ionomycin 
(Io) หรือ 7% ethanol (EtOH) นาน 5 นาที จะเกิดการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองในชัว่โมงท่ี 3 หลงัจากกระตุน้ดว้ย
สารเคมี โดยพบว่าอตัราการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (85-87%) ในกลุ่ม EtOH 
(EtOH + 6-DMAP, EtOH + CHX) จากนั้นไข่ท่ีมีการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองจะถูกคดัเลือกไปไวใ้นน ้ ายาท่ีมี 
1.9 mM 6-dimethylaminopurine (6-DMAP) หรือ 10 µg/mL cycloheximide (CHX) และเล้ียงต่ออีก 3 และ 5 
ชัว่โมง ตามล าดบั หลงัจากไข่ถูกกระตุน้ดว้ยสารเคมีแลว้จะน าไปเล้ียงในน ้ ายา mSOF เป็นเวลา 2 วนั และเลือก
เฉพาะตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ไปเล้ียงร่วมกบัเซลล์บุท่อน าไข่โคนาน 5 วนั พบว่าอตัราการแบ่งตวัในกลุ่ม Io+6-
DMAP, EtOH+6-DMAP และ EtOH+CHX เป็น 76%, 70% และ 80% ตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่กลุ่ม Io + CHX (59%) 
และกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดอสุจิเขา้ไปในไข่(53%, 53%, 53% และ 45% ตามล าดบั) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ อตัราการ
เจริญของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสในกลุ่ม Io + 6-DMAP และ EtOH + CHX (25 และ 27% ตามล าดบั) สูงกวา่กลุ่ม 
Io + CHX และ EtOH + 6-DMAP (16 and 17% ตามล าดบั) รวมทั้งกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ (9%, 53%, 
53% และ 45% ตามล าดบั) นอกจากน้ี จ  านวนเซลล์ของ TE ICM และ total cell number ในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไป
ในไข่สูงกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบจากเปอร์เซ็นต์การเจริญของตวั
อ่อนจนถึงระยะบลาสโตซีส กลุ่มท่ีกระตุน้ดว้ย EtOH + CHX มีประสิทธิภาพท่ีสุดในการกระตุน้ไข่โคหลงัจากฉีด
ตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ ซ่ึงจะใชว้ิธีการกระตุน้น้ีในการทดลองต่อไป การทดลองต่อมาไดน้ าตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส
เกรด 1 และ เกรด 2 อายุ 7 วนั ท่ีไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้หรือการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่เพื่อท าการแช่แข็ง
ดว้ย Cryotop และ microdrop และท าละลาย 1 หรือ 3 ขั้นตอน ส าหรับตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 พบอตัรา
รอดสูงสุดในกลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้และแช่แข็งดว้ย Cryotop (81-84%) กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่
แข็งดว้ย microdrop ท่ีมีการท าละลายแบบ 3 ขั้นตอน (84%) และกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย 
Cryotop (80-88%) นอกจากน้ีพบอตัรารอดต ่าสุดในกลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้และแช่แข็งดว้ย microdrop ท่ีมีการ
ท าละลายแบบ 1 ขั้นตอน (53%) กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย Cryotop ท่ีมีการท าละลายแบบ 1 
(74%) และ 3 (77%) ขั้นตอน ให้อตัราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสหลงัการเล้ียง 48 ชัว่โมงในน ้ ายาเล้ียงตวั
อ่อนสูงกวา่กลุ่มอ่ืน ส าหรับตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 2 พบว่ากลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย 
Cryotop ท่ีมีการท าละลายแบบ 1 และ 3 ขั้นตอน มีอตัรารอดชีวิต และอตัราการเจริญถึงระยะแฮช บลาสโตซีสหลงั 
24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมงตามล าดบัสูงกวา่กลุ่มอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ มีลูกโคเกิดมา 1 ตวั หลงัจากยา้ยฝาก
ตวัอ่อนสดท่ีผลิตโดยการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ จากผลการทดลองสรุปไดว้า่การกระตุน้ไข่โคดว้ย Io + 6-DMAP 
และ EtOH + CHX มีประสิทธิภาพสูงต่อการเพิ่มอตัราการแบ่งตวัของตวัอ่อนและอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึง
ระยะบลาสโตซีสและกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ท่ีท าการแช่แขง็ดว้ย Cryotop มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด นอกจากนั้น
การผลิตตวัอ่อนดว้ยวธีิดงักล่าวเม่ือน าไปยา้ยฝากใหโ้คตวัรับสามารถใหก้ าเนิดลูกโคปกติได ้
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Abstract 
 
 A single spermatozoon prepared by swim-up method was injected into the cytoplasm of in vitro matured 
(IVM) bovine oocytes using a micromanipulator under an inverted microscope. The release of the second polar 
body from injected oocytes was examined at 3 h after activation either by exposure to 5µM ionomycin (Io group) 
or 7% ethanol (EtOH group) for 5 min. Significantly higher rate of second PB extrusion  (85-87%) were obtained 
in the EtOH groups (EtOH + 6-DMAP, EtOH + CHX) after 3 h of ICSI.  Injected oocytes extruded the second 
polar body at 3 h of activation were transferred to the medium supplemented either with 1.9 mM 6-
dimethylaminopurine (6-DMAP group) or 10 µg/mL cychloheximide (CHX group) and cultured for 3 and 5 h, 
respectively. The activated oocytes were further cultured in mSOF medium for 2 days, and then embryos 
developed to 8-cell stage were selected and co-cultured with bovine oviduct cells for additional 5 days. The 
cleavage rates of Io+6-DMAP, EtOH+6-DMAP and EtOH+CHX groups were 76%, 70% and 80%, respectively, 
and significantly higher than those in Io + CHX group (59%) and sham injected group in all activation treatments. 
Significantly higher blastocyst formation rates were obtained in Io + 6-DMAP and EtOH + CHX groups (25 and 
27% respectively) than those in Io + CHX and EtOH + 6-DMAP groups (16 and 17%, respectively) and sham 
injected groups. The highest TE, ICM and total cell number were obtained from all the sperm injection/ICSI 
groups, which were significantly higher than those in all sham-injection groups. Base on the percentage of 
blastocysts,         EtOH + CHX was more effective for activation of bovine oocytes following ICSI, which will be 
used in the following experiment. Expanded G1 or G2 Blastocysts obtained on day 7 after IVF or ICSI were 
cryopreserved by the Cryotop and microdrop devices and 1 step warming and 3 step warming methods.  For Grade 
1 blastocysts, the survival rate tended to be highest in the Cryotop vitrified IVF groups (81-84%), microdrop 
vitrified ICSI with 3 steps warming group (84%) and Cryotop vitrified ICSI groups (80-88%). And the lowest 
survival rate was achieved in microdrop vitrified IVF with 1 step warming group (53%). The highest blastocyst 
hatched rate post 48 h IVC were obtained from Cryotop vitrified ICSI with 1 step (74%) and 3 steps (77%) 
warming groups.  For Grade 2 blastocysts, when Cryotop vitrified ICSI embryos were warmed by 1 step and 3 
step methods, the rates of survival, hatched blastocyst stages after 24 and 48 h, respectively, of culture were 
significantly higher than those of other groups.  One calf was born from embryo transferred of ICSI-derived fresh 
embryos to recipient. Our results indicated that bovine oocytes were effectively activated by combination 
treatment of Io with 6-DMAP and EtOH with CHX resulting in the highest cleavage and blastocyst formation 
rates. ICSI-derived blastocysts were highly effective vitrified by Cryotop method 
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บทที ่1 
บทน า 
 
1.1. ความส าคัญ ทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย 
ในปัจจุบนัเทคโนโลยีการผลิตตวัอ่อนโคในหลอดแก้วท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในคนและสัตวคื์อ 
การปฏิสนธิในหลอดแกว้ (In vitro fertilization; IVF) และการฉีดอสุจิเขา้ในไข่ (Intracytoplasmic sperm 
injection; ICSI) จากการศึกษาคุณภาพน ้ าเช้ือของพ่อโคในการปฏิสนธิในหลอดแกว้ (ชุติ และคณะ, 2549; 
Alomar และคณะ, 2006; Zhang และคณะ, 2003) พบวา่พ่อโคแต่ละตวัจะมีความสามารถในการปฏิสนธิกบั
ไข่ไดไ้ม่เท่ากนั นอกจากน้ีช่วงอายุ สุขภาพ และการเก็บน ้ าเช้ือพ่อโคแต่ละคร้ังลว้นมีผลกระทบต่อคุณภาพ
ของน ้าเช้ือท่ีได ้(Otoi และคณะ, 1993) ท าให้อตัราการปฏิสนธิโดยวิธี IVF ลดต ่าลง วิธีการแกไ้ขสามารถท า
ไดโ้ดยการท า ICSI วธีิน้ีสามารถใชไ้ดท้ั้งอสุจิท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิต (Hoshi และคณะ, 1994; Goto และคณะ, 
1990) และแกปั้ญหาเร่ืองอายุของพ่อโค ความผนัแปรของคุณภาพน ้ าเช้ือท่ีเก็บต่างกนั และความสามารถใน
การปฏิสนธิท่ีแตกต่างกนัของพ่อโคแต่ละตวัได้ อย่างไรก็ตามการท า ICSI ในโคจ าเป็นตอ้งใช้สารเคมี
กระตุน้เพื่อช่วยให้ขบวนการปฏิสนธิเกิดไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ในปัจจุบนัยงัคงมีการศึกษากนัอยา่งต่อเน่ืองเพื่อ
หาวิธีการกระตุน้ท่ีส่งผลต่ออตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อน (Chen and Seidel, 1997; Chung และคณะ, 
2000; Emuta และ Horiuchi, 2001; Galli และคณะ, 2003; Oikawa และคณะ, 2005) ซ่ึงงานวิจยัส่วนใหญ่
มิไดน้ าตวัอ่อนท่ีผลิตไดไ้ปยา้ยฝากให้โคตวัรับ ท าให้ยงัไม่มีขอ้มูลท่ียืนยนัว่าวิธีการกระตุน้ดว้ยสารเคมีท่ี
แตกต่างกนัมีผลกระทบต่ออตัราการตั้งทอ้ง อตัราการแทง้ และอตัราการคลอดหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนให้โค
ตวัรับหรือไม่  
 
1.2 . การทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 
ICSI เป็นเทคโนโลยีช่วยการเจริญพนัธ์ุวิธีหน่ึงท่ีใช้อย่างแพร่หลายในมนุษยแ์ละหนู การท า ICSI 
ประสบความส าเร็จแลว้ในสัตวห์ลายชนิด ไดแ้ก่ กระต่าย (Hosoi และคณะ, 1988) โค (Goto และคณะ, 
1990) มนุษย ์(Palermo และคณะ, 1992; Van Steirteghem และคณะ, 1993; ) และหนูถีบจกัร (Kimura และ 
Yanagimachi, 1995; Ahmadi และคณะ, 1995; Lacham-Kaplan และTrounson, 1995 ) มีการศึกษาพบวา่การ
เลือกใช้อสุจิท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิตก็สามารถผลิตลูกโคเกิดได ้ (Goto และคณะ, 1990) และมีการติดตาม 
เก่ียวกบัอตัราการเจริญเติบโต อุปนิสัย และระบบสืบพนัธ์ุอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 5 ปี พบวา่ไม่มีความผิดปกติ
แต่อยา่งใด (Goto และ Yanagita, 1995) แต่อยา่งไรก็ตามอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนหลงัจากการท า 
ICSI ในโคยงัไม่ดีนกั (Goto และคณะ, 1990; Goto, 1993; Li และคณะ, 1993; Iwasaki และ Li, 1994) 
ปัจจุบนัการเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนโคภายหลงัการท า ICSI มุ่งเนน้ไปท่ีการกระตุน้ให้เกิดการ
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เจริญเติบโตและแบ่งตวัไดดี้ข้ึน โดยใช้ Ionomycin (Rho และคณะ, 1998), Calcium ionophore A23187 
(Keefer และคณะ, 1990; Goto, 1993; Chung และคณะ, 2000), Ethanol (Emuta และ Horiuchi, 2001; 
Horiuchi และคณะ, 2002; Fujinami และคณะ, 2004), Electric stimulation (Behalova และคณะ, 1993; 
Hwang และคณะ, 2000) การท า ICSI ไข่หนูและไข่มนุษยไ์ม่จ  าเป็นตอ้งใชส้ารเคมีในการกระตุน้ เน่ืองจาก
ขบวนการดูด cytoplasm เขา้มาภายในเขม็ ICSI เพียงเล็กนอ้ยก็สามารถกระตุน้ระดบัแคลเซียมภายในไข่เพิ่ม
สูงไดจ้นเพียงพอต่อการพฒันาของตวัอ่อน (Tesarik และ Sousa., 1995) นกัวิทยาศาสตร์ไดต้ั้งสมมติฐานวา่
ระดบัแคลเซียมท่ีเพิ่มข้ึนในไข่มนุษยภ์ายหลงัท่ีมีการท า ICSI มิไดเ้ป็นผลจากกระบวนการท า ICSI แต่เกิด
จาก Sperm-associated oocyte-activating factor (SAOAF) ท่ีออกมาจากหัวอสุจิ (Edwards and Van 
Steirtegham, 1993; Dozortsev และคณะ, 1995) การปฏิสนธิตามธรรมชาติ SAOAF จะหลัง่ออกจากหวัอสุจิ
หลงัจากผนงัท่ีบริเวณหวัอสุจิหลอมรวมกบัผนงัเซลลไ์ข่ (Dozortsev และคณะ, 1997)  
ส าหรับไข่โค การดูด cytoplasm เขา้มาภายในเข็ม ICSI เพียงเล็กนอ้ยเหมือนไข่มนุษยแ์ละไข่หนูไม่
สามารถท าให้ไข่เจริญเติบโตได ้(Horiuchi  และคณะ, 1998) และการฉีดอสุจิเขา้ไปในไข่เพียงอยา่งเดียวไม่
ส่งผลให้ปริมาณแคลเซียมภายในไข่เพิ่มได้ ท าให้อตัราการปฏิสนธิเกิดไดไ้ม่ดี จึงตอ้งมีการกระตุน้ด้วย
สารเคมีเพื่อช่วยให้ระดับแคลเซียมภายในไข่เพิ่มสูงข้ึนจนเพียงพอต่อขบวนการปฏิสนธิ ท าให้ตวัอ่อน
สามารถเจริญเติบโตได ้(Chung และคณะ, 2000; Emuta และ Horiuchi, 2001; Galli และคณะ, 2003; Oikawa 
และคณะ, 2005) การกระตุน้ดว้ยสารเคมีเป็นวิธีการท าให้ระดบัของแคลเซียมภายในไข่เพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงเป็น
การเลียนแบบการปฏิสนธิตามธรรมชาติ เม่ือระดบัแคลเซียมในไข่เพิ่มข้ึนจะส่งผลท าให้ระดบั Maturation 
promoting factor (MPF) ลดลง ระดบั MPF จะสูงท่ีสุดท่ีระยะ MII ระดบัของ MPF จะท าหน้าท่ีเป็นตวั
ควบคุมการแบ่งตวัของไข่ หลงัการปฏิสนธิตามธรรมชาติระดบัของ MPF จะลดลง เน่ืองจากความเขม้ขน้
ของแคลเซียมภายในไข่เพิ่มสูงข้ึนท าให้ cyclin B สลายตวั (MPF ประกอบดว้ย p34cdc2 และ cyclin B) เม่ือ 
cyclin B สลายตวัจึงส่งผลใหร้ะดบัของ MPF ลดลง (Fujinami และคณะ, 2004)  
การศึกษาการกระตุน้ดว้ยสารเคมีหลงัการท า ICSI ในโค ยงัไม่สามารถช้ีชดัไดว้่าสารเคมีตวัใดท่ี
เหมาะสมในการน ามาใช้ ดงันั้นจึงยงัคงมีความจ าเป็นท่ีตอ้งศึกษาเพื่อหาสารเคมีท่ีใช้กระตุน้ท่ีเหมาะสมท่ี
ช่วยใหก้ารท า ICSI ในโคมีประสิทธิภาพดี 
 
1.3 .วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
1.3.1. ศึกษาผลของการใชส้ารเคมีท่ีแตกต่างกนัในการกระตุน้ต่ออตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนโคท่ี
ผลิตโดยวธีิ ICSI  
1.3.2. ศึกษาอตัราการรอดของตวัอ่อนหลงัการแช่แขง็ดว้ยวธีิวติริฟิเกชัน่ โดยการเปรียบเทียบตวัอ่อนท่ีได
จากการกระตุน้ดว้ยสารเคมีท่ีแตกต่างกนั 
1.3.3. ศึกษาอตัราการตั้งทอ้งหลงัยา้ยฝากตวัอ่อนสดและแช่แขง็ดว้ยวธีิวติริฟิเกชัน่โดยการเปรียบเทียบตวั
อ่อนท่ีไดจ้ากการกระตุน้ดว้ยสารเคมีท่ีแตกต่างกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
 
1.4 ขอบเขตของการวจัิย 
1.4.1. จะท าการศึกษาวิจยัถึงผลของการใชส้ารเคมีท่ีแตกต่างกนัในการกระตุน้ต่ออตัราการเจริญเติบโต
ของตวัอ่อนโคท่ีผลิตโดยวธีิ ICSI 
1.4.2. จะท าการศึกษาวิจยัถึงอตัราการรอดของตวัอ่อนโคท่ีผลิตโดยวิธี ICSI ท่ีไดจ้ากการกระตุน้ดว้ย
สารเคมีท่ีแตกต่างกนั หลงัการแช่แข็งโดยวิธีวิทริฟิเกชัน่โดยเปรียบเทียบกบัตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวิธี 
IVF 
1.4.3. จะท าการศึกษาอตัราการตั้งทอ้งและการคลอดของตวัอ่อนโคท่ีผลิตโดยวธีิ ICSI และวธีิ IVF 
 
1.5 . ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย 
ผลงานวจิยัท่ีไดจ้ะช่วยสร้างแนวทางการผลิตตวัอ่อนโดยวิธี ICSI และน าองคค์วามรู้ท่ีไดไ้ปผลิตตวั
อ่อนโคเพื่อกระจายตวัอ่อนพนัธุกรรมดีสู่ภาคเอกชน และสามารถพฒันาสู่เชิงพาณิชยไ์ด ้นอกจากน้ีคาดว่า
หลงัเสร็จส้ินการวจิยัจะสามารถเสนอผลงานวจิยัในระดบันานาชาติไดอ้ยา่งนอ้ย 1 เร่ือง และเผยแพร่ขอ้มูลสู่
เกษตรกรและองค์กรท่ีสนใจโดยการจดัประชุมเชิงวิชาการเทคโนโลยีการผลิตตวัอ่อนโค เพื่อน าไป
ประยกุตใ์ชจ้ริงในฟาร์มเกษตรกรผูเ้ล้ียงโคต่อไป 
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บทที ่2 
วธิีด าเนินการวจิัย 
 
2.1.  การผลติตัวอ่อนโดยวธีิฉีดตัวอสุจิเข้าในไข่โคและการกระตุ้นด้วยสารเคมี 
2.1.1. การเตรียมไข่ส าหรับการการฉีดอสุจิ 
เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตวไ์วใ้นน ้ าเกลือ (0.9% NaCl) ขณะน าเขา้ห้องปฏิบติัการ แลว้ใชเ้ข็มเบอร์ 
18G ต่อกบักระบอกฉีดยาขนาด 10 ซีซี ดูดไข่จากฟอลลิเคิลท่ีมีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2-8 mm ท าการคดัเลือกไข่ท่ี
มีชั้นเซลลคิ์วมูลสัหุม้อยา่งนอ้ย 3 ชั้นไปเล้ียงในน ้ ายาในจานเล้ียงเซลล์ซ่ึงปิดคลุมน ้ ายาดว้ย mineral oil เล้ียง
ในสัดส่วน 20 ใบ/100 µl น ้ ายาเล้ียงไข่ประกอบดว้ย TCM199 ท่ีเติมดว้ย 10% FCS, 50 IU/ml HCG (HCG, 
Chorulon®, Intervet), 0.02 AU/ml FSH (FSH, Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) และ 1 µg/ml 17 β 
estradiol น าไปเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 21 ชัว่โมง จากนั้นน า
ออกมาย่อยเซลล์คูมูลสัออกในน ้ ายาท่ีมี 0.2% hyarulonidase จากนั้นคดัเฉพาะไข่ท่ีพฒันาเขา้สู่ระยะ MII 
ส าหรับท า ICSI ต่อไป 
2.1.2. การเตรียมน า้เช้ือส าหรับการการฉีดอสุจิเข้าในไข่โค 
 ใช้น ้ าเช้ือแช่แข็งจากพ่อพนัธ์ุท่ีมีประวติัให้อตัราการผสมติดสูง จะท าละลายน ้ าเช้ือในอากาศ 10 
วนิาที จากนั้นน าไปใส่ใวใ้นน ้ าอุณหภูมิ 37C นาน 20 วินาที ตดัหลอดน ้ าเช้ือใส่ในน ้ ายาส าหรับปฏิสนธิใน
หลอดแกว้ (TALP) เอียงหลอดทดลองในตูเ้ล้ียงตวัอ่อนนาน 30 นาที เพื่อแยกอสุจิท่ียงัมีชีวิตออกจากอสุจิ
ตาย และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 2,100 รอบ นาน 5 นาที จากนั้นดูดน ้ ายาดา้นบนทิ้ง แลว้ลา้ง 2 รอบดว้ยน ้ ายา
ส าหรับปฏิสนธิในหลอดแกว้ (TALP) น าไปป่ันท่ี 2100 รอบ คร้ังละ 5 นาที จากนั้นน าน ้ ายาส่วนบนท่ีมีอสุจิ
ยา้ยไปไวใ้ชส้ าหรับการท า ICSI 
2.1.3. การฉีดอสุจิเข้าไปในไข่ 
 น าไข่ระยะ MII จ านวนคร้ังละ 10 ใบ ลงในหยดน ้ ายาส าหรับฉีดอสุจิ (Injection drop; Emcare 
holding medium) หลงัจากแยกอสุจิท่ีมีชีวิตออกจากท่ีไม่มีชีวิตแลว้จะใส่อสุจิลงไป 2 µl ในหยดน ้ ายา 10% 
polyvinylpyrrolidone (PVP) + 0.3% BSA ปริมาณ 5 µl ท่ีมี ละลายอยู ่หางอสุจิจะถูกปลายเข็ม ICSI (ICSI 
pipette) ตีให้หกัเพื่อไม่ให้อสุจิเคล่ือนท่ีได ้จากนั้นดูดตวัอสุจิเขา้มาใน ICSI pipette โดยเร่ิมดูดจากส่วนหาง
เขา้มาก่อน จากนั้นยา้ย ICSI pipette ท่ีมีอสุจิเขา้ไปยงั Injection drop แลว้ใชเ้ข็มดูดจบัไข่ (Holding pipette) 
จดัให้ต าแหน่ง 1st Polar body อยูท่ี่ 6 หรือ 12 นาฬิกา จากนั้นใช ้ICSI pipette แทงทะลุผา่นเปลือกไข่ (Zona 
pellucida) ท่ีต  าแหน่ง 3 นาฬิกา แล้วดูด cytoplasm เขา้มาใน ICSI pipette เล็กน้อย จากนั้นจึงปล่อย 
cytoplasm และอสุจิเขา้ไปในไข่ น าไข่ท่ีท  า ICSI ทั้งหมดไปกระตุน้การปฏิสนธิดว้ยสารเคมีต่อไป 
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2.1.4. การกระตุ้นการปฏิสนธิด้วยสารเคมีหลงัการฉีดอสุจิเข้าไปในไข่ 
 ไข่ท่ีท า ICSI แลว้จะถูกกระตุน้ดว้ย 5 µM Ionomycin  (Io) หรือ 7% Ethanol (EtOH) นาน 5 นาที 
และยา้ยไปเล้ียงใน TCM199 + 10% FCS อีก 3 ชัว่โมง น าเฉพาะไข่ท่ีมี 2nd Polar body มาเล้ียงในน ้ ายาท่ีมี 10 
µg/ml cycloheximide (CHX) นาน 5 ชัว่โมง หรือน ามาเล้ียงในน ้ ายาท่ีมี 1.9 mM 6-dimethylaminopurine (6-
DMAP) นาน 3 ชัว่โมง จากนั้นน าตวัอ่อนไปเล้ียงในน ้ ายาเล้ียงตวัอ่อนในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 
2.1.5. การเลีย้งตัวอ่อนในหลอดแก้ว  
ใชว้ธีิการเดียวกบัท่ีรายงานไวแ้ลว้ (รังสรรค ์และคณะ, 2530) น าไข่ท่ีผา่นการกระตุน้แลว้มาเล้ียงใน
น ้ ายา mSOFaa + 0.6% BSA ในสัดส่วน 10-20 ใบ/100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใต ้บรรยากาศท่ีมี 5% O2 , 
5% CO2 และ 90% N2 นาน 2 วนั แลว้คดัเลือกตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงแบบ co-culture กบัเซลลบุ์ท่อน า
ไข่โค ในน ้ ายา SOFaa + 0.6% BSA ในสัดส่วน 10 ใบ/100 µl  แลว้น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 5 วนั เปล่ียนน ้ายาทุกๆ วนั พร้อมทั้งบนัทึกการเจริญเติบโตของตวัอ่อน  
 
2.2. การผลติตัวอ่อนโดยวธีิปฏิสนธิในหลอดแก้ว 
2.2.1. การเตรียมและเลีย้งไข่ให้สุกในหลอดแก้ว  
เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตวไ์วใ้นน ้ าเกลือ (0.9% NaCl) ขณะน าเขา้ห้องปฏิบติัการ แลว้ใชเ้ข็มเบอร์ 
18G ต่อกบักระบอกฉีดยาขนาด 10 ซีซี ดูดไข่จากฟอลลิเคิลท่ีมีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 3-8 mm ท าการคดัเลือกไข่ท่ี
มีชั้นเซลลคิ์วมูลสัหุม้อยา่งนอ้ย 3 ชั้นไปเล้ียงในน ้ ายาในจานเล้ียงเซลล์ซ่ึงปิดคลุมน ้ ายาดว้ย mineral oil เล้ียง
ในสัดส่วน 10 ใบ/50 µl น ้ ายาเล้ียงไข่ประกอบดว้ย TCM199 ท่ีเติมดว้ย 10% FCS, 50 IU/ml HCG (HCG, 
Chorulon®, Intervet), 0.02 AU/ml FSH (FSH, Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) และ 1 µg/ml 17β 
estradiol น าไปเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 21 ชัว่โมง  
2.2.2. การเตรียมตัวอสุจิเพือ่การปฏิสนธิในหลอดแก้ว   
ใชน้ ้าเช้ือแช่แขง็จากพอ่พนัธ์ุท่ีมีประวติัให้อตัราการผสมติดสูง และจากพ่อพนัธ์ุตวัเดียวกบัน ้ าเช้ือท่ี
ใชท้  าการทดลองฉีดตวัอสุจิเขา้ในไข่ ท าการละลายน ้าเช้ือในอากาศนาน 10 วินาที จากนั้นจุ่มหลอดน ้ าเช้ือลง
ใน water bath อุณหภูมิ 37C นาน 20 วินาที เม่ือน ้ าเช้ือละลายดีแลว้ท าการดูดน ้ าเช้ือไปไวก้น้หลอด snap 
tube ขนาด 5 ml ท่ีมี 2 ml ของน ้ ายา TALP ท่ีเติมดว้ย heparin (5 units/ ml) และ caffeine (10 nM) แลว้น าไป
บ่มในตูอ้บอุณหภูมิ 38.5 C ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 30 นาที เพื่อให้อสุจิท่ีมีชีวิตวา่ยข้ึนบนผิว
ของน ้ ายา ใชปิ้เปตดูดน ้ ายาจากหลอด snap tube โดยเลือกดูดส่วนบนของหลอดประมาณ 1.5 ml แลว้น าไป
ป่ันเหวีย่งท่ี 2100 รอบ นาน 5 นาที แลว้ท าซ ้ าอีกคร้ัง จากนั้นดูดน ้ ายาส่วนบนทิ้ง แลว้น า sperm pellet มาเติม
ดว้ยน ้ ายา TALP เพื่อปรับให้มีความเขม้ขน้ตวัอสุจิ 2x106 ตวั/ml จากนั้นน าไปหยดลงในจานเล้ียงเซลล์ใน
ปริมาตร 100 µl/หยด แลว้ปิดคลุมน ้ ายาดว้ย mineral oil จากนั้นน าไปไวใ้นตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 นานประมาณ 10 นาที เพื่อรอไข่เขา้ปฏิสนธิ 
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2.2.3. การปฏิสนธิในหลอดแก้ว 
 ภายหลงัเล้ียงไข่ครบ 21 ชัว่โมง น าไข่มาลา้งดว้ยน ้ายาส าหรับปฏิสนธิในหลอดแกว้ (TALP) แลว้ดูด
ไข่ท่ีเตรียมไวส้ าหรับการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ไปใส่ไวใ้นหยดน ้ายาท่ีมีตวัอสุจิท่ีเตรียมไวแ้ลว้ใชส้ัดส่วนไข่ 
10 ใบ/ น ้ ายา 100 µl แลว้น าไปเล้ียงในตูอ้บภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 ท่ีมีอุณหภูมิ 38.5C นาน 12 
ชัว่โมง 
2.2.4. การเลีย้งตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
เม่ือครบ 12 ชัว่โมง น าไข่ท่ีไดผ้า่นการปฏิสนธิไปลา้งดว้ยน ้ ายา mSOFaa ท่ีเติม 3 mg/ml BSA 
จ  านวน 3 คร้ัง โดยใช้ปิเปตแกว้ดูดไข่ข้ึนลงหลายๆคร้ังเพื่อให้ตวัอสุจิและเซลล์คิวมูลสัท่ีอยู่รอบๆไข่หลุด
ออกไป จากนั้นน ามาเล้ียงในน ้ ายา mSOFaa ท่ีเติม 3 mg/ml BSA ในสัดส่วน 10-20 ใบ/100 µl ท่ีอุณหภูมิ 
38.5C ภายใต ้บรรยากาศท่ีมี 5% O2 , 5% CO2 และ 90% N2 นาน 2 วนั แลว้คดัเลือกตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไป
เล้ียงแบบ co-culture กบัเซลลบุ์ท่อน าไข่โค ในน ้ ายา mSOFaa ท่ีเติม 3 mg/ml BSA ในสัดส่วน 10 ใบ/100 µl  
แลว้น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 5 วนั เปล่ียนน ้ ายาทุกๆ วนั พร้อมทั้ง
บนัทึกการเจริญเติบโตของตวัอ่อน  
 
2.3. การย้อมสีตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส 
น าตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสอายุ 7 วนั ท่ีไดจ้ากการฉีดอสุจิและจากการฉีดปลอมมายอ้มสี โดยยอ้ม 
ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสดว้ย 0.1 mg/ml propidium iodide (PI) และ 0.2% Triton X-100 ในน ้ ายา DPBS 
นาน 1 นาที แลว้ยา้ยตวัอ่อนไปไวใ้นน ้ายาเอทานอลความเขม้ขน้ 99.5% ท่ีมี 25 µg/ml Hoechst 33342 นาน 5 
นาที ก่อนยา้ยไข่ไปวางบนสไลด์แกว้ วางไข่ในน ้ ายา glycerol ก่อนปิดทบัดว้ยแผน่ cover slip เซลล์ TE จะ
ยอ้มติดสีแดงหรือชมพขูอง PI  
 
2.4. การแช่แข็งตัวอ่อน 
น าตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 และ 2 ท่ีไดจ้ากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และจากการปฏิสนธิ
ในหลอดแกว้ มาท าการแช่แข็งโดยวิธีวิทริฟิเคชัน่ 2 วิธี คือ 1) Microdrop และ 2) Cryotop น าตวัอ่อนไปลา้ง
ในน ้ ายา base medium (BM) ท่ีประกอบดว้ย TCM199-Hepes เติมดว้ย 20% FCS จ านวน 3 คร้ัง จากนั้นน า
ตวัอ่อนจ านวน 1-5 ใบมาไวใ้นน ้ ายา Equilibration medium ท่ีประกอบดว้ย BM ท่ีเติมดว้ย 7.5% Ethylene 
glycol (EG) + 7.5% Dimethyl sulfoxide (DMSO) นาน 3 นาที จากนั้นยา้ยตวัอ่อนทั้งหมดไปไวใ้นน ้ ายา 
vitrification medium ท่ีประกอบดว้ย BM ท่ีเติมดว้ย 16.5% EG + 16.5% DMSO + 0.5 M Sucrose นาน 1 
นาที แล้วใช้ปิเปตแก้วยา้ยตวัอ่อนพร้อมน ้ ายา vitrification medium ประมาณ 1-2 µl ไปหยดใน
ไนโตรเจนเหลว หรือยา้ยไข่พร้อมน ้ ายาวางบนปลายของ Cryotop โดยให้มีน ้ ายา vitrification medium ติด
ออกมานอ้ยท่ีสุด (< 1µl) แลว้จุ่ม Cryotop ลงในไนโตรเจนเหลว ท าการเก็บตวัอ่อนท่ีแช่แข็งทั้ง 2 วิธี ไวใ้น
ไนโตรเจนเหลวอยา่งนอ้ย 1 สัปดาห์ แลว้น าไปตรวจสอบอตัรารอดชีวิตหลงัการละลาย โดยน าตวัอ่อนท่ีแช่
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แข็งมาท าละลาย 2 แบบคือ 1) การละลายแบบขั้นตอนเดียว น าตวัอ่อนจากไนโตรเจนเหลวไปไวใ้นน ้ ายา 
BM ท่ีเติม 0.5 M Sucrose ท่ีอุณหภูมิ 38C นาน 5 นาที แลว้น าไปลา้งในน ้ ายา BM จ านวน 5 คร้ัง 2) การ
ละลายแบบ 3 ขั้นตอน น าตวัอ่อนจากไนโตรเจนเหลวไปไวใ้นน ้ ายา BM ท่ีเติม 0.5 M Sucrose ท่ีอุณหภูมิ  
38C นาน 5 นาที  จากนั้นน าไปลา้งในน ้ ายา BM ท่ีเติม  0.25 M Sucrose นาน 2 นาที และ BM ท่ีมี 0.125 M 
Sucrose  นาน 2 นาที แลว้น าไปลา้งในน ้ายา BM ซ ้ าอีกจ านวน 5 คร้ัง จากนั้นน าตวัอ่อนไปเล้ียงในน ้ ายาเล้ียง
ตวัอ่อนในหลอดแกว้ (mSOFaa + 3 mg/ml BSA) ท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2  นาน 24 
ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง เพื่อดูอตัรารอดชีวิตหลงัการท าละลาย และอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮชบ
ลาสโตซีส 
 
2.5. การย้ายฝากตัวอ่อน 
 ใชโ้คสาวพนัธ์ุโคนมลูกผสมอายรุะหวา่ง 18-20 เดือน เป็นตวัรับ จะฉีดฮอร์โมนโปรสตาแกลนดิน
กระตุน้ให้โคเป็นสัด ดว้ยวธีิการท่ีรายงานโดยรังสรรคแ์ละสรรเพชญ (2530) โดยจะฝากตวัอ่อนระยะ 
บลาสโตซีสซ่ึงเป็นตวัอ่อนท่ีไม่ไดผ้า่นการแช่แขง็ ท่ีไดจ้ากการท า ICSI และ IVF เขา้ไปในปีกมดลูกของ
ตวัรับหลงัจากเป็นสัดมาแลว้ 7-8 วนั จ านวน 1 ตวัอ่อน/ตวั หลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อนแลว้จะสังเกตการเป็นสัด
ตวัรับทุกวนั และในวนัท่ี 45 และ 60 วนัหลงัจากเป็นสัดจะใชอ้ลัตราซาวด์ตรวจการตั้งทอ้ง และลว้งตรวจ
การตั้งทอ้งในวนัท่ี 90 และ 120 หลงัจากเป็นสัด ตวัใดตั้งทอ้งจะดูแลใกลชิ้ดจนกระทัง่คลอดออกมา 
 
2.6. การวางแผนการวจัิย 
1.  หลงัจากฉีดตวัอสุจิเขา้ในไข่โคหรือไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โคแลว้ท าการเปรียบเทียบการกระตุน้ 
4 ชนิดคือ 
 1.1. Io + 6-DMAP แลว้น าไปเล้ียงในหลอดแกว้  
 1.2. Io + CHX แลว้น าไปเล้ียงในหลอดแกว้ 
 1.3. EtOH + 6-DMAP แลว้น าไปเล้ียงในหลอดแกว้ 
 1.4. EtOH + CHX แลว้น าไปเล้ียงในหลอดแกว้ 
เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของตวัอ่อนในแต่ละวิธีและยอ้มสีเพื่อนบัจ านวนเซลล์ของตวัอ่อนระยะ  
บลาสโตซีส 
 2.  การแช่แข็งตวัอ่อน จะน าตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 และ 2 ท่ีผลิตโดยวิธีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่
โค และจาก การปฏิสนธิในหลอดแกว้ โดยเปรียบเทียบการแช่แขง็ 2 วธีิ คือ 
 2.1. Microdrop 
 2.2. Cryotop 
3.  การท าละลายตวัอ่อน จะท าละลาย 2 วธีิคือ 
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3.1 ละลายตวัอ่อนแบบขั้นตอนเดียว น าตวัอ่อนจากไนโตรเจนเหลวไปไวใ้นน ้ ายา TCM199-HEPES 
+ 20% FCS ท่ีเติม 0.5 M Sucrose ท่ีอุณหภูมิ 38C นาน 5 นาที แลว้น าไปลา้งในน ้ ายา TCM199-
HEPES+20% FCS ซ ้ าอีก 5 คร้ัง  
3.2 ละลายตวัอ่อนแบบ 3 ขั้นตอน น าตวัอ่อนจากไนโตรเจนเหลวไปไวใ้นน ้ ายา TCM199-HEPES + 
20% FCS ท่ีเติม 0.5 M Sucrose ท่ีอุณหภูมิ 38C นาน 5 นาที  จากนั้นน าไปไวใ้นน ้ ายา 
TCM199-HEPES + 20% FCS ท่ีเติม 0.25 M และ 0.125 M Sucrose น ้ายาละ 2 นาที แลว้จึงน าไป
ลา้งซ ้ าในน ้ ายา TCM199-HEPES+20% FCS จ านวน 5 คร้ัง จากนั้นน าตวัอ่อนไปเล้ียงในน ้ ายา
เล้ียงตวัอ่อนในหลอดแกว้ ท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2  นาน 24 ชัว่โมงและ 
48 ชัว่โมง เพื่อดูอตัราการรอดชีวติ และอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีส 
4. การยา้ยฝากตวัอ่อนให้โคตวัรับ  
              ยา้ยฝากตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีเป็นตวัอ่อนสด ท่ีได้จากการฉีดตวัอสุจิเข้าไปในไข่และการ 
 ปฏิสนธิในหลอดแกว้ จ  านวน 1 ตวัอ่อน/ตวั โดยยา้ยฝากใหโ้คตวัรับ 10 ตวัในแต่ละกลุ่ม เปรียบเทียบ 
 อตัราการตั้งทอ้งและการคลอด 
 
2.6. การวเิคราะห์ทางสถิติ 
 การทดลองน้ีใชโ้ปรแกรม ANOVA วิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติพิจารณาจากค่า p<0.05 
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บทที ่3 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
 
3.1. การเหน่ียวน าของโพลาบอดีท้ีส่องด้วย EtOH หรือ Io 
จากตารางท่ี 1 พบอตัราการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองหลงั 3 ชัว่โมงจากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่
เพิ่มสูงสุดในกลุ่มท่ีถูกกระตุน้ดว้ย EtOH (EtOH + 6-DMAP, EtOH + CHX) (85-87%) แต่ไม่แตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติกบักลุ่มท่ีถูกกระตุน้ด้วย Io (76-81%) นอกจากน้ีไม่พบความแตกต่างของอตัราการ
ปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองระหวา่งกลุ่มท่ีกระตุน้ดว้ย EtOH และ Io ในกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ 
จากผลการทดลองพบวา่ EtOH มีประสิทธิภาพในการกระตุน้ไข่โคหลงัจากฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่มากกวา่ 
Io โดยเปรียบเทียบจากอตัราในการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสอง 
 
3.2. ผลของการกระตุ้นหลงัจากฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ต่อการเจริญเติบโตของตัวอ่อน 
จากตารางท่ี 1 อตัราการแบ่งตวัของการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ในกลุ่ม Io + 6-DMAP, EtOH + 6-
DMAP และEtOH + CHX groups (76%, 70% และ 80%, ตามล าดบั) สูงกวา่กลุ่ม Io + CHX group (59%) 
และกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ อตัราการเจริญไปเป็นตวัอ่อนระยะบลาสโต
ซีสในกลุ่มท่ีถูกกระตุน้ดว้ย Io + 6-DMAP และ EtOH + CHX groups (25 และ 27% ตามล าดบั) สูงกวา่กลุ่ม
ท่ีกระตุน้ดว้ย   Io + CHX และ EtOH + 6-DMAP  (16 และ 17%, ตามล าดบั) และกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้
ไปในไข่อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ในกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ พบอตัราการแบ่งตวัของไข่ท่ีถูก
กระตุน้ทั้ง 4 กลุ่ม ไม่แตกต่างกนั อยา่งไรก็ตาม อตัราการแบ่งตวัไปเป็นตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสในกลุ่มท่ี
ถูกกระตุน้ดว้ย Io + CHX (7%) และ EtOH + 6-DMAP (10%) ต  ่ากวา่กลุ่ม Io + 6-DMAP (16%) และ EtOH 
+ CHX (17%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ในกลุ่มท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารเคมีมีอตัราการการเจริญของตวัอ่อนถึง
ระยะ บลาสโตซีสสูงกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เปรียบเทียบจากอตัรา
การเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีส กลุ่มท่ีกระตุน้ดว้ย EtOH + CHX มีประสิทธิภาพในการกระตุน้ไข่
โคหลงัจากฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ซ่ึงจะใชก้ลุ่มน้ีในการทดลองถดัไป   
 
3.3 การย้อมสีเซลล์ในตัวอ่อนบลาสโตซีสวนัที ่7 จากการฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ 
จากตารางท่ี 2 พบวา่จ านวนเซลล์ TE  ICM และ total cell number ท่ีไดจ้ากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปใน
ไข่สูงกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ไม่พบความแตกต่างของ TE  ICM 
และ total cell number ในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ทั้ง 4 กลุ่ม เช่นเดียวกบักลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไป
ในไข่ก็พบวา่มีจ านวน TE  ICM และ total cell number ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกนัสรุปไดว้า่
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กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่มีจ  านวนเซลล์ในบลาสโตซีสสูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบ
กบักลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ 
 
3.4. ผลการทดลองเปรียบเทียบการแช่แข็งตัวอ่อนบลาสโตซีสที่ได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้วและการฉีด
ตัวอสุจิเข้าไปในไข่ 
จากตารางท่ี 3 พบวา่ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 ให้อตัรารอดชีวิตสูงสุดในกลุ่มท่ีปฏิสนธิใน
หลอดแกว้และแช่แขง็ดว้ย Cryotop (81-84%) กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ยวิธี Microdrop ท่ี
มีการท าละลายแบบ 3 ขั้นตอน (84%) และกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย Cryotop (80-88%) 
ซ่ึงสูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆ และพบอตัรารอดต ่าท่ีสุดในกลุ่มท่ีปฏิสนธิ
ในหลอดแกว้และแช่แขง็ดว้ยวธีิ Microdrop ท่ีมีการท าละลายแบบขั้นตอนเดียว (53%) อตัราการเจริญของตวั
อ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสหลงั 24 ชัว่โมง พบว่าสูงในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งด้วย 
Cryotop ท่ีมีการท าละลายแบบ 3 ขั้นตอน (59%) เช่นเดียวกบัอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮช 
บลาสโตซีสหลงั 48 ชัว่โมง พบว่าสูงในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย Cryotop ท่ีมีการท า
ละลายแบบ 1 (74%) และ 3 ขั้นตอน (77%) ส่วนอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสหลงั 24 
ชัว่โมง (31%) และ48 ชัว่โมง (41%) พบวา่ต ่าในกลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้และแช่แข็งดว้ยวิธี Microdrop 
ท่ีมีการท าละลายแบบ 1 ขั้นตอน  
จากตารางท่ี 4 ในตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 2 กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แข็งดว้ย 
Cryotop ท่ีท าละลายแบบ  1 และ 3 ขั้นตอน พบว่าอตัรารอดชีวิตและอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะ
แฮชบลาสโตซีสหลงั 24 และ 48 ชัว่โมง สูงกวา่กลุ่มอ่ืนๆ ยกเวน้อตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮช 
บลาสโตซีสหลงั 24 ชัว่โมงในกลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้และแช่แข็งดว้ย Cryotop ท่ีมีการท าละลายแบบ 3 
ขั้นตอน และกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และแช่แขง็ดว้ยวธีิ Microdrop ท่ีมีการท าละลายแบบ 3 ขั้นตอน 
 
3.5. ผลการย้ายฝากตัวอ่อนให้โคตัวรับ 
จากตารางท่ี 5 ผลการยา้ยฝากตวัอ่อนโคท่ีผลิตโดยวิธีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ และ ปฏิสนธิใน
หลอดแกว้ พบว่าตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวิธีปฏิสนธิในหลอดแกว้ให้อตัราตั้งทอ้ง (4/10, 40%) และลูกโคเกิด 
(4/10, 40%) สูงกวา่ตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวธีิฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ (2/10, 20% และ 1/10, 10% ตามล าดบั) อยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ โดยแม่โคตวัรับตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวิธีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่แทง้ลูก 1 ตวั ในวนัท่ี 112 
ของการตั้งทอ้ง 
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  ตารางที ่1: ผลของการกระตุน้ดว้ยสารเคมีต่างๆต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนโค 
รูปแบบการกระตุ้น การฉีด จ านวนไข่ (%) จ านวน (%) อตัราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะ (%) 
ด้วยสารเคมี อสุจิ ฉีด การปลดปล่อยโพลาบอดีท้ี ่2 ไข่เข้าเลีย้ง แบ่งตัว 8 เซลล์ มอรูลา บลาสโตซีส 
Io + 6-DMAP + 139 112(81)ab 112 85(76)a 54(48)a 36(32)a 28(25)a 
 - 105 74(70)b 74 37(50)b 28(38)ab 16(22)b 12(16)b 
Io + CHX + 135 102(76)ab 102 60(59)b 39(38)ab 20(20)b 16(16)b 
 - 102  68(67)b 68 30(44)b 13(19)b 8(12)c 5(7)c 
EtOH + 6-DMAP + 137 116(85)a 116 81(70)a 40(34) ab 29(25)b 20(17)b 
 - 100 69(69)b 69 35(51)b 21(30)ab 12(17)c 7(10)c 
EtOH + CHX + 135 117(87)a 117 94(80)a 56(48)a 41(35)a 32(27)a 
 - 102 70(69)b 70 38(54)b 27(39)ab 16(23)b 12(17)b 
  EtOH: Ethanol; Io: Ionomycin; 6-DMAP: 6-dimethylaminopurine; CHX: Cycloheximide 
   a, b, c เปอร์เซ็นตภ์ายในคอลมัน์แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05 ANOVA) 
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     ตารางที ่2: จ านวนเซลลข์องตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีไดจ้ากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ และกระตุน้ดว้ยสารเคมีแบบต่างๆ   
รูปแบบการกระตุ้น 
    ด้วยสารเคมี 
 
การฉีดอสุจิ 
 
จ านวนตัวอ่อนทีต่รวจ 
ค่าเฉลีย่จ านวนเซลล์ (± S.D.) 
TE ICM Total 
Io + 6-DMAP + 12 67.5±13.2a 21.3±6.4a 88.6±16.2a 
 - 10 53.3±12.1ab 16.4±3.2ab 70.1±15.3b 
Io + CHX + 12 56.2±13.5ab 19.8±6.3a 77.2±12.8ab 
 - 5 44.1±11.3b 12.4±4.8b 57.7±12.2c 
EtOH + 6-DMAP + 11 63.7±13.2a 22.7±5.2a 84.1±17.4a 
 - 7 52.2±11.7ab 13.0±3.5ab 66.2±10.7b 
EtOH + CHX + 12 68.1±12.5a 22.5±5.9a 89.2±15.7a 
 - 10 53.1±12.4ab 16.1±3.6ab 70.2±12.4b 
EtOH: Ethanol, Io: Ionomycin, 6-DMAP: 6-dimethylaminopurine, CHX: Cychloheximide 
a, b, c ค่าเฉล่ียภายในคอลมัน์แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05 ANOVA) 
TE = trophectoderm; ICM = inner cell mass 
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ตารางที ่3: แสดงอตัรารอด และ อตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสหลงัจากแช่แขง็ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 และท าละลาย 
 
     กลุ่ม 
 
 
วธีิการแช่แข็ง 
 
 
 
ขั้นตอนการ 
ท าละลาย 
จ านวน 
บลาสโตซีส 
อตัราการกู้คืน 
(%) 
อตัรารอด 
(%) 
อตัราการเจริญของตัวอ่อน
ถึงระยะบลาสโตซีส 
หลงัท าละลาย 24h (%) 
อตัราการเจริญของตัวอ่อน
ถึงระยะบลาสโตซีส 
หลงัท าละลาย 48h (%) 
IVF-derived 
blastocyst 
Microdrop 
1 step 32 32(100) 17(53)c 10(31)d 13(41)d 
3 step 33 33(100) 22(67)b 13(40)c 16(48)c 
Cryotop 
1 step 32 32(100) 26(81)a 16(50)b 19(59)bc 
3 step 32 32(100) 27(84)a 17(53)ab 20(63)b 
ICSI-derived 
blastocyst 
Microdrop 
1 step 29 29(100) 21(72)b 12(41)c 17(59)bc 
3 step 31 31(100) 26(84)a 14(45)bc 20(65)b 
Cryotop 
1 step 30 30(100) 24(80)a 16(53)b 22(74)a 
3 step 31 31(100) 27(88)a 18(59)a 24(77)a 
             a, b, c, d เปอร์เซ็นตภ์ายในคอลมัน์แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05 ANOVA) 
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ตารางที ่4: แสดงอตัรารอด และ อตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสหลงัจากแช่แขง็ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 2 และท าละลาย                 
 
 
กลุ่ม 
 
 
วธีิการแช่แข็ง 
 
 
ขั้นตอน          
การท าละลาย 
 
จ านวน 
บลาสโตซีส 
อตัราการกู้คืน 
(%) 
อตัรารอด 
(%) 
อตัราการเจริญของ
ตัวอ่อนถึงระยะ
แฮชบลาสโตซีสหลงั
ท าละลาย 24h (%) 
อตัราการเจริญของ
ตัวอ่อนถึงระยะ
แฮชบลาสโตซีสหลงั
ท าละลาย 48h (%) 
IVF-derived 
blastocyst 
Microdrop 
1 step 21 21(100) 9(43)c 4(20)c 7(33)b 
3 step 20 20(100) 9(45)c 4(20)c 7(35)b 
Cryotop 
1 step 20 20(100) 9(45)c 5(25)b 8(40)ab 
3 step 20 20(100) 10(50)b 6(30)ab 8(40)a 
ICSI-derived 
blastocyst 
Microdrop 
1 step 17 17(100) 9(53)b 4(24)b 5(29)ab 
3 step 18 18(100) 10(56)b 5(28)ab 7(39)ab 
Cryotop 
1 step 19 19(100) 12(63)a 6(32)ab 8(42)a 
3 step 18 18(100) 12(67)a 7(39)a 8(44)a 
a, b, c, d เปอร์เซ็นตภ์ายในคอลมัน์แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05 ANOVA)
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ตารางที ่5 ผลการยา้ยฝากตวัอ่อนโคท่ีผลิตโดยวธีิฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ และ การปฏิสนธิในหลอดแกว้ 
        ชนิดตัวอ่อน       จ านวนตัวรับ 
       ฝากตัวอ่อน 
       จ านวน (%) 
      ตัวรับตั้งท้อง 
        จ านวน (%) 
        ลูกโคคลอด 
            ICSI               10            2 (20)a             1 (10)a 
             IVF               10            4 (40)b             4 (40)b 
a, b เปอร์เซ็นตภ์ายในคอลมัน์แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05 ANOVA) 
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บทที ่4 
อภิปรายและวจิารณ์ผล 
 
จากการทดลองน้ีพบวา่การกระตุน้ดว้ยสารเคมี 4 กลุ่มหลงัการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โคเม่ือน ามาเปรียบเทียบ
เพื่อหาวธีิการการกระตุน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการปลดปล่อยของโพลาบอด้ีท่ีสอง การแบ่งตวัของตวัอ่อนและการพฒันา
ไปเป็นตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส จากการทดลองพบวา่ การกระตุน้ดว้ยสารเคมี Io + 6-DMAP และ EtOH + CHX ให้
อตัราการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองสูงสุดและให้อตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีส และ จ านวนเซลล์ท่ี
สูง การกระตุน้ดว้ยสารเคมี Io + 6-DMAP มีการศึกษาวา่ให้ผลดีท่ีสุดในแกะ (Shirazi และคณะ, 2008) แพะ (Ongeri 
และคณะ, 2001) และ โค (Rho และคณะ, 1996) นอกจากน้ีการกระตุน้ดว้ย EtOH และ CHX มีรายงานวา่ให้อตัราการ
กระตุน้ไข่สูงท่ีสุดทั้งในไข่โคท่ีอายุน้อยและอายุมาก (Presicce และ Yang, 1994a; Presicce และ Yang, 1994b) 
การศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ การฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โดยใชเ้คร่ือง Piezo มีประสิทธิภาพสูงกวา่การฉีดตวัอสุจิเขา้ไปใน
ไข่รูปแบบเดิม (Katayose และคณะ, 1999) อยา่งไรก็ตาม รายงานการศึกษาส่วนมากพบวา่ การฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่
โดยใชเ้คร่ือง Piezo ไม่เพียงพอท่ีจะกระตุน้แคลเซียมเม่ืออสุจิโคและหนูถูกฉีดเขา้ไปในไข่โค (Malcuit และคณะ, 2006) 
ความจ าเป็นในการกระตุน้ด้วยสารเคมีหลงัจากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่เพื่อให้ตวัอ่อนเจริญเติบโตนั้นมี
รายงานในสัตวส์ายพนัธ์ุต่างๆ เช่น โค (Rho และคณะ, 1996) และ สุกร (Lee และคณะ, 2003) ในทางตรงกนัขา้ม แฮม
สเตอร์ (Uehara และ Yanagimachi, 1976) กระต่าย (Keefer, 1989) และมนุษย ์(Terasik และคณะ, 1994) การฉีดตวัอสุจิ
เขา้ไปในไข่เพียงพอท่ีจะกระตุน้ไข่ใหเ้จริญเติบโต การกระตุน้โดยการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่นั้นไม่สามารถกระตุน้ให้
เกิดการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองเพื่อให้กระบวนการ meiosis เกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ในโค สุกร และกระบือนั้น ยงัไม่
พบสาเหตุท่ีแน่ชดั สาเหตุนั้นอาจเก่ียวขอ้งกบัการขดตวักนัแน่นกนัแน่นของโครมาตินในอสุจิซ่ึงมีรายงานวา่มีความคง
ตวัในอสุจิโคมากกวา่สายพนัธ์ุอ่ืน ยกตวัอยา่งเช่น มนุษย ์หนู และแฮมเตอร์ (Perreault และคณะ, 1988)  
หลงัจากอสุจิหลอมรวมกบัไข่ท าให้เกิดการเพิ่มข้ึนของระดบัแคลเซียมซ่ึงเป็นส่ิงท่ีส าคญัในการเกิด      เอกโซ
ไซโทซิสของคอร์ติคอลแกรนูลและพฒันาต่อจากกระบวนการ meiotic arrest ในไข่หนู (Kline และ Kline, 1992) 
กระบวนการ meiosis ท่ีสมบูรณ์วดัจากอตัราท่ีไข่ปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองหลงัจากกระตุน้ดว้ยสารเคมี ในการทดลอง
น้ีพบวา่ การกระตุน้ดว้ย EtOH มีประสิทธิภาพมากกวา่ Io ในการกระตุน้ไข่จากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โค ซ่ึงผล
สอดคลอ้งกบัไข่กระบือ (Liang และคณะ, 2010) เป็นไปไดว้า่เกิดจากการกระตุน้แคลเซียมในรูปแบบท่ีแตกต่างกนัของ 
EtOH และ Io การกระตุน้ไข่ดว้ย EtOH จะเพิ่ม inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) ซ่ึงจะไปเพิ่มการหลัง่ของแคลเซียม
ผา่นการกระตุน้การสร้าง IP3 ท่ีพลาสมาเมมเบรน จากนั้นจะไปกระตุน้การเพิ่มแคลเซียมจากภายนอกและภายในเซลล ์
(Shilina และคณะ, 1993) ในขณะท่ี Io จะไปกระตุน้การเพิ่มของแคลเซียมในไข่จากภายในเซลล์เท่านั้น (Vincent และ
คณะ, 1992) จากผลการทดลองน้ีพบวา่สอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้ท่ี EtOH สามารถกระตุน้การเพิ่มของแคลเซียม
และปล่อยแคลเซียมในระยะเวลาท่ีนานกวา่ในการปฏิสนธิในหลอดแกว้ (Nakada และ Mizuno, 1998)  
หลงัจากการเพิ่มข้ึนของแคลเซียมภายในเซลล ์ไข่ระยะ MII จะพฒันาเขา้สู่กระบวนการ meiosis จนกระทัง่เกิด
การปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสอง  ในการทดลองน้ีพบวา่ ไข่โค 87% มีการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองในชัว่โมงท่ี 3 หลงั
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การฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ ซ่ึงใหผ้ลเหมือนกบัการศึกษาก่อนหนา้ท่ีไข่โค 93% มีการปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองภายใน
ชัว่โมงท่ี 3 หลงัการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ (Fulka และคณะ, 1991; Susko-Parrish และคณะ, 1994; Rho และคณะ, 
1998) 
จากผลทดลองพบวา่ อตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีสจากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่มีอตัราท่ีสูง
กวา่กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่เช่นเดียวกบัท่ีพบในไข่กระบือ (Liang และคณะ, 2010) แต่พบวา่กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ด
ตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และถูกกระตุน้ดว้ยสารเคมีสามารถปลดปล่อยโพลาบอด้ีท่ีสองและพฒันาไปเป็นบลาสโตซีสได้
เช่นกนั อยา่งไรก็ตาม กลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ให้อตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีสและจ านวน
เซลล์ (TE, ICM, total cell number) ต ่ากวา่กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ พบวา่ตวัอ่อนท่ีไดจ้ากกลุ่มท่ีไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิ
เขา้ไปในไข่จะมีจ านวนโครโมโซมเป็น haploid และการพฒันาของตวัอ่อนท่ีมีจ านวนโครโมโซม haploid มีรายงานวา่
ต ่ากวา่กลุ่มมีจ านวนโครโมโซมเป็น diploid ในหนู (Tarkowski และ Rossant, 1976) จ านวนเซลล์ท่ีลดลงของตวัอ่อน
ระยะบลาสโตซีสและอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีสท่ีลดลงในกลุ่มไม่ไดฉี้ดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่
พบว่า ตวัอ่อนท่ีมีจ านวนโครโมโซมเป็น haploid อาจมีจ านวนดีเอ็นเอไม่เพียงพอต่อการพฒันาไปเป็นตวัอ่อนระยะ
ต่างๆเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอ่อนท่ีมีจ านวนโครโมโซมเป็น diploid จากการทดลองพบวา่การกระตุน้ดว้ย Io + 6-DMAP 
และ EtOH + CHX ในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ใหอ้ตัราการกระตุน้และการของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสสูงท่ีสุด 
ในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และกระตุน้ดว้ย Io + 6-DMAP พบวา่มีการเพิ่มข้ึนของ nuclear configurations 
ท่ีผิดปกติในระยะโปรนิวเคลียส (Bevacqua และคณะ, 2010) ท าให้ตวัอ่อนท่ีไดจ้ากกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และ
กระตุน้ดว้ย Io + 6-DMAP มีอตัรารอดชีวิตต ่าเม่ือยา้ยฝากเขา้ไปในตวัรับ (Rho และคณะ, 1998b; Oikawa และคณะ, 
2005; Ock และคณะ, 2003) 
ขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแช่แข็งในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โคนั้นยงัมีจ  ากดั (Keskintepe และ Brackett, 
2000; Abdalla และคณะ, 2010) Keskintepe และ Brackett (2000) รายงานวา่ ตวัอ่อนระยะเอ็กซแพน บลาสโตซีสอายุ 7 
วนั จ านวน 16 ใบ และตวัอ่อนระยะแฮชบลาสโตซีสจ านวน 16 ใบหลงัจากแช่แข็งเป็นเวลา 18 ชัว่โมงพบอตัรารอด 75 
และ 88% ตามล าดบั Abdalla และคณะ (2010) รายงานวา่กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่โดยน าระยะเอ็กซแพนบลาสโต
ซีสเตม็ท่ี (fully expanded blastocyst) อาย ุ7 หรือ 8 วนัใหอ้ตัรารอดชีวติหลงัจากแช่แข็งดว้ยวิธีวิทริฟิเคชัน่ดว้ย Cryotop 
เช่นเดียวกบัท่ีไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ ในขณะท่ีระยะเอ็กซ     แพนบลาสโตซีสท่ีไดจ้ากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไป
ในไข่นั้นไม่คงตวัเม่ือวทิริฟิเคชัน่ดว้ย Cryotop เม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเอก็ซแพนบลาสโตซีสเตม็ท่ี 
จากการทดลองน้ีตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสอาย ุ7 วนั ท่ีไดจ้ากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ให้อตัรารอดเท่ากบัตวั
อ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีไดก้ารปฏิสนธิในหลอดแกว้ แต่ความสามารถในการพฒันาไปเป็นตวัอ่อนระยะแฮชบลาสโตซี
สมากกว่าการปฏิสนธิในหลอดแกว้ เป็นไปไดว้่าเกิดจากรูเล็กๆใน zona pellucida ของกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่  
เม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบวา่มีการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่เร็ว
กวา่เน่ืองจากการใชเ้คร่ือง Piezo เจาะรูใน zona pellucida ซ่ึงอาจท าให้ความสามารถในการ hatching ลดลง (Abdalla 
และคณะ, 2010) นอกจากน้ีพบวา่การเจริญของตวัอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสจากระยะเอ็กซแพนบลาสโตซีส ใน
กลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ต ่ากวา่กลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้ อาจเกิดจากระบบส่ิงแวดลอ้มท่ีใชไ้ม่เหมาะสมต่อการ
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เจริญเติบโต หรือคุณภาพตวัอ่อนดอ้ยกวา่กลุ่มท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว้ (Abdalla และคณะ, 2010) นอกจากน้ีพบวา่ระบบ
ส่ิงแวดลอ้มท่ีใชเ้ล้ียงตวัอ่อนนั้นมีอิทธิพลต่อการ hatching (Krisher และคณะ, 1999) 
จากผลการทดลองพบวา่ ระยะเอ็กซแพนบลาสโตซีสท่ีไดจ้ากกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่และกลุ่มท่ีปฏิสนธิ
ในหลอดแกว้มีความไวต่อการวิทริฟิเคชัน่ดว้ย Microdrop มากกวา่การวิตริฟิเคชัน่ดว้ย Cryotop ดงันั้น การวิตริฟิเคชัน่
ดว้ย Cryotop จึงดีกวา่ Microdrop ในการแช่แข็งตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส และให้อตัรารอดชีวิตและการเจริญถึงระยะ
แฮชบลาสโตซีสหลงัการแช่แข็งและท าละลาย สูงกวา่วิธี Microdrop เน่ืองจากการแช่แข็งแบบ Cryotop มีปริมาตรของ
น ้ายาวทิริฟิเคชัน่ท่ีนอ้ยกวา่ในการแช่แขง็    
วธีิ Microdrop เป็นเทคนิคท่ีง่ายในการแช่แข็งดว้ยการหยดไข่พร้อมน ้ ายาวิทริฟิเคชัน่ลงไปในไนโตรเจนเหลว
โดยตรง และเป็นเทคนิคท่ีไม่ตอ้งการเคร่ืองมือพิเศษเพื่อแช่แข็งไข่ ส่วนการวิทริฟิเคชัน่ดว้ย Cryotop นั้นเคยใชใ้นการ
แช่แข็งไซโกตกระต่ายระยะโปรนิวเคลียส (Hochi และคณะ, 2004) ตวัอ่อนสุกรระยะ           pre-hatching (Esaki และ
คณะ, 2004; Ushijima และคณะ, 2004) ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสของโคและกระบือท่ีได้จากการโคลนน่ิง 
(Laowtammathron และคณะ, 2005) และไข่ระยะ MII  ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ใน
มนุษย ์(Kuwayama และ Kato, 2000; Katayama และคณะ, 2003; Hiraoka และคณะ, 2004 อตัรารอดชีวิตหลงัแช่แข็ง
นั้นสัมพนัธ์กบัปริมาตรของสารแช่แขง็ใน Cryotop ส่งผลใหเ้พิ่มอตัราเร็วของการแช่แข็งและท าละลาย  มากไปกวา่นั้น
การใชป้ริมาตรท่ีนอ้ยของน ้ายาวทิริฟิเคชัน่ ในการท าวทิริฟิเคชัน่จะช่วยลดการแตกหกั ซ่ึงส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อ 
zona pellucida และเกิดการสลายของพลาสมาเมมเบรน (Vajta, 1997)  
จากการศึกษาพบวา่ การแช่แข็งและท าละลายของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส จะสามารถพฒันาไปเป็นตวัอ่อน
ระยะแฮชบลาสโตซีสได้สูงในกลุ่มท่ีท าละลาย 3 ขั้นตอนมากกวา่ท าละลาย  1 ขั้นตอน โดยการท าละลาย 3 ขั้นตอน
พบวา่อตัรารอดไม่แตกต่างจากท าละลาย  1 ขั้นตอน จากผลการทดลองน้ีพบวา่การท าละลายเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัต่อ
อตัรารอดของบลาสโตซีส โดยการท าละลายเพียง 1 ขั้นตอนนั้นไม่เพียงพอในการก าจดัสารป้องกนัการถูกท าลายเซลล์
จากการแช่แขง็ ในขณะท่ีการท าละลาย 3 ขั้นตอนนั้นมีความเหมาะสม ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 2 ท่ีท  าการแช่แข็ง
มีความสามารถในการพฒันาต ่ากวา่บลาสโตซีสเกรด 1 โดยดูจากอตัรารอดชีวิตและอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะ
แฮชบลาสโตซีส 
ผลการยา้ยฝากตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวิธีปฏิสนธิในหลอดแกว้จากการศึกษาน้ีให้อตัราตั้งทอ้ง  และลูกโคเกิด 
สูงกวา่ตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวธีิฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ผลการตั้งทอ้งจากการยา้ยฝากตวัอ่อน
ท่ีผลิตโดยวธีิฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่ในการศึกษาน้ี (20%) ต ่ากวา่รายงานของ Horiuchi  และคณะ(2002) ท่ีไดอ้ตัรา
การตั้งทอ้ง 50% และต ่ากวา่รายงานของ Wei และ Fukui (2002) ท่ีไดอ้ตัราการตั้งทอ้ง 57% และมีอตัราเท่ากนักบั
รายงานของ Hamano และคณะ (1999) ท่ีได้อตัราการตั้งท้อง 20.8% ทั้งน้ีมีปัจจยัหลายประการท่ีส่งผลต่อ
ความส าเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนในโคไดแ้ก่ คุณภาพตวัอ่อน คุณภาพโคตวัรับ   ความสามารถและประสบการณ์
ของผูท้  ายา้ยฝากตวัอ่อน เป็นตน้  
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การศึกษาน้ีสามารถสรุปไดว้า่การกระตุน้ดว้ย Io + 6-DMAP และ EtOH + CHX ในกลุ่มท่ีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปใน
ไข่ให้อตัราการแบ่งตวัและอตัราการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีสสูงกวา่กลุ่มอ่ืน นอกจากน้ี Cryotop ยงัเป็น
เคร่ืองมือท่ีเหมาะสมในการท าวทิริฟิเคชนัตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสมากกวา่ Microdrop  ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีได้
จากการฉีดตวัอสุจิเขา้ไปในไข่มีความสามารถในการเจริญไปเป็นตวัอ่อนระยะแฮชบลาสโตซีสมากกวา่กลุ่มท่ีปฏิสนธิ
ในหลอดแกว้หลงัขั้นตอนการแช่แขง็และท าละลาย และพบวา่การท าละลายแบบ 3 ขั้นตอนเป็นวิธีท่ีเหมาะสมมากกวา่
การท าละลายแบบ 1 ขั้นตอน นอกจากน้ียงัไดโ้คตวัรับตั้งทอ้งจากการยา้ยฝากตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวิธีฉีดตวัอสุจิเขา้ไปใน
ไข่ แต่อตัราการตั้งทอ้งยงัต ่ากวา่ตวัอ่อนท่ีผลิตโดยวธีิปฏิสนธิในหลอดแกว้ 
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  Thesis title: Study on the establishment of bovine embryonic stem cells.   
5.4 ฝึกอบรมสาขา Embryo transfer and in vitro fertilization in farm animals. ดว้ยทุน British    
     Council สถาบนั Cambridge University, U.K. ระหวา่ง พฤศจิกายน 2527 - กุมภาพนัธ์ 2528. 
5.5 สมาชิกสมาคมวชิาชีพ: International Embryo Transfer Society (IETS) 
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6. ประวตัิการท างาน:     
-  9 ธนัวาคม 2525 – 31 ตุลาคม 2543 นกัวจิยั โครงการวจิยัวทิยาศาสตร์ไทย-เนเธอร์แลนด ์ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั กรุงเทพฯ 
- 1 พฤศจิกายน 2543 – ปัจจุบนั อาจารยป์ระจ าสาขาเทคโนโลยชีีวภาพส านกัวชิาเทคโนโลยกีารเกษตร
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ.นครราชสีมา  
 
7. สาขาวชิาทีม่ีความเช่ียวชาญพเิศษ 
 7.1  การโคลนน่ิงตวัอ่อนโค กระบือ สุกร แมว โดยใชเ้ซลลร่์างกายเป็นเซลลต์น้แบบ 
 7.2  การยา้ยฝากตวัอ่อนโค กระบือ แพะ 
 7.3  การปฏิสนธิในหลอดแกว้โค กระบือ 
 7.4  Embryonic stem cells 
 7.5  Cryopreservation of gametes and embryos 
 
8. ผลงานวจัิยตีพมิพ์ในวารสารระดับนานาชาติ (ย้อนหลงั 5 ปี) 
Srirattana, K., Ketudat-Cairns M.K.  Nagai, T., Kaneda, M. and Parnpai, R*.  2014. Effects of Trichostatin A on 
in vitro development and DNA methylation level of the satellite I region of swamp buffalo (Bubalus 
bubalis) cloned embryos. J. Reprod. Dev http://dx.doi.org/10.1262/jrd.2013-116. 
Chasombat, J., Sakhong, D., Nagai, T., Parnpai, R. and Vongpralub, T*. 2012 Superstimulation of follicular 
growth in Thai native heifers by a single administration of follicle stimulating hormone dissolved in 
polyvinylpyrrolidone. J. Reprod. Dev. http://dx.doi.org/10.1262/jrd.2012-119  
Srirattana, K., Sripunya, N., Sangmalee, A., Imsoonthornruksa, S., Liang, Y.Y., Ketudat-Cairns M.K. and 
Parnpai, R*. 2012. Developmental potential of vitrified goat oocytes following somatic cell nuclear 
transfer and parthenogenetic activation. Small Rum. Res. http://dx.doi.org/10.1016/j. 
smallrumres.2012.10.011  
Putkhao, K., Kocerha, J., Cho, I.K., Yang, J.J., Parnpai, R. and Chan, A.W.S*. 2012. Pathogenic cellular 
phenotypes are germline transmissible in a transgenic primate model of Huntington’s Disease. Stem Cell 
Dev. 22: 1198-1205.  
Ye, D.N., Tanthanuch, W., Thumanu, K., Sangmalee, A., Parnpai, R*. and Heraud, P*. 2012. Discrimination of 
functional hepatocytes derived from mesenchymal stem cells using FTIR microspectroscopy. Analyst 
135: 4774-4784.  
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Imsoonthornruksa, S., Srirattana, K., Phewsoi, W., Tunwattana, W., Parnpai, R. and Ketudat-Cairns, M. 2012. 
Segregation of donor cell mitochondrial DNA in gaur- bovine interspecies somatic cell nuclear 
transfer embryos, fetuses and an  offspring. Mitochondrion http://dx.doi.org/10.1016/j.mito.2012.07.108 
Srirattana, K., Imsoonthornruksa, S., Laowtammathron, C., Sangmalee, A., Tunwattana, W.,       Thongprapai, T., 
Chaimongkol, C., Ketudat-Cairns, M. and Parnpai, R. 2012. Full- term development of gaur-bovine 
interspecies somatic cell nuclear transfer  embryos: effect of trichostatin a treatment. Cell Reprogram. 
14(3): 248-257. 
Liang, Y.Y., Srirattana, K., Phermthai, T., Somfai, T., Nagai, T. and Parnpai, R. 2012. Effects  of 
vitrification cryoprotectant treatment and cooling method on the viability and        development of 
buffalo oocytes after intracytoplasmic sperm injection.  Cryobiology  
http://dx.doi.org/10.1016/j.cryobiol.2012.04.006 
Takeda, K., Srirattana, K., Matsukawa, K., Akagi, S., Kaneda, M., Tasai, M., Nirasawa, K., Pinkert, C.A., 
Parnpai, R. and Nagai, T. 2012. Influence of Intergeneric/interspecies  Mitochondrial Injection; 
Parthenogenetic Development of Bovine Oocytes after  Injection of Mitochondria Derived from 
Somatic Cells. J. Reprod. Dev.         http://dx.doi.org/10.1262/jrd.2011-013   
Imsoonthornruksa, S., Sangmalee, A., Srirattana, K., Parnpai, R. and Ketudat-Cairns, M. 2012. Development of 
intergeneric and intrageneric somatic cell nuclear transfer (SCNT) cat embryos and the determination of 
telomere length in cloned offspring.  Cell Reprogram. 14(1): 79-87.  
Kunkanjanawan, T., Noisa, P. and Parnpai, R. 2011. Modeling neurological disorders by       human induced 
pluripotent stem cells. J. Biomed. Biotechnol. 350131. Noisa, P.  and Parnpai, R. 2011. Technical 
challenges in the derivation of human pluripotent  cells. Stem Cells Int. 907961.  
Srirattana, K., Matsukawa, K., Akagi, S., Tasai, M., Tagami, T., Nirasawa, K., Nagai, T., Kanai,  Y., 
Parnpai, R. and Takeda, K. 2011. Constant transmission of mitochondrial DNA  in intergeneric 
cloned embryos reconstructed from swamp buffalo fibroblasts and  bovine ooplasm. Anim. Sci. J. 82(2): 
236-243. 
Thumanu, K., Tanthanuch, W., Ye, D., Sangmalee, A., Lorthongpanich, C., Heraud, P., and      Parnpai, R. 
2011. Spectroscopic signature of mouse embryonic stem cells derived     hepatocytes using Synchrotron 
FTIR microspectroscopy. J. Biomed. Optics 16(5): 057005. 
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Lorthongpanich, C, Chuti Laowtammathron, C  and Parnpai, R. 2011. From microsurgery  to single blastomere 
culture: conventional and novel methods for ES cell  establishment. Thai J. Vet. Med. 41: 11-22. 
Liang, Y., Phermthai, T., Nagai, T., Somfai, T. and Parnpai, R. 2011. In vitro development  of vitrified buffalo 
oocytes following parthenogenetic activation and  intracytoplasmic sperm injection. Theriogenology 75: 
1652-1660. 
Imsoonthornruksa, S., Lorthongpanich, C., Sangmalee, A., Srirattana, K., Laowtammathron, C., Tunwattana, W., 
Somsa, W., Ketudat-Cairns, M., Nagai, T. and Parnpai, R. 2011.  The effects of manipulation medium 
and recipient cytoplast on in vitro  development of intraspecies and intergeneric felid embryos. J. 
Reprod. Dev. 57:  385-392. 
Imsoonthornruksa, S., Noisa, P., Parnpai, R. and Ketudat-Cairns, M. 2011. A simple method for production and 
purification of soluble and biological activity  recombinant human leukemia inhibitory factor (hLIF) 
fusion protein in  Escherichia coli. J. Biotechnol. 151: 295-302. 
Srirattana, K., Matsukawa,K., Akagi, S., Tasai, M., Tagami, T., Nirasawa, K., Nagai, T., Kanai, Y.,      Parnpai, 
R. and Takeda, K. 2011. Constant transmission of mitochondrial DNA in       intergeneric cloned 
embryos reconstructed from swamp buffalo fibroblasts and  bovine ooplasm. Anim. Sci. J. 
doi:10.1111/j.1740-0929.2010.00827.x  
Liang Y.Y., Ye, D.N., Laowtammathron, C., Phermthai, T., Nagai, T., and Parnpai, R. 2011.       Effects of 
chemical activation treatment on development of swamp buffalo  (Bubalus bubalis) oocytes matured 
in vitro and fertilized by intracytoplasmic  sperm injection.  Reprod. Domestic Anim. 46: e67-e73.  
Tanthanuch, W., Thumanu, K., Lorthongpanich, C., Parnpai, R. and Heraud, P. 2010. Neural differentiation of 
mouse embryonic stem cells studied by FT-IR  spectroscopy. J. Mol. Struct. 967: 189-195. 
Laowtammathron, C., Cheng, E.C., Cheng, P.H, Snyder, B.R., Yang, S.H., Johnson, Z.,      Lorthongpanich, C., 
Kuo, H.C., Parnpai, R. and Chan, A.W.S.  2010. Monkey Hybrid  Stem Cells Develop Cellular 
Features of Huntington’s Disease. BMC Cell Biology.  11: 12. 
Imsoonthornruksa, S., Lorthongpanich, C., Sangmalee, A., Srirattana, K.,  Laowtammathron, C., Tunwattana, W., 
Somsa, W., Ketudat-Cairns, M., and Parnpai, R. 2010.  Abnormalities  in the transcription of 
reprogramming genes related to global  epigenetic events of  cloned endangered felid embryos. 
Reprod. Fertil. Dev. 22:  613-624. 
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Sripunya, N., Somfai, T., Inaba, Y., Nagai, T., Imai, K. and Parnpai, R. 2010. A comparison of       Cryotop and 
Solid Surface Vitrification methods for the cryopreservation of in vitro matured bovine oocytes. J. 
Reprod. Dev. 56: 176-181.  
Srirattana, K., Lorthongpanich, C., Laowtammathron, C., Imsoonthornruksa S., Ketudat-Cairns, M., Phermthai, 
T., Nagai, T. and Parnpai, R. 2010. Effect of donor cell types  on developmental potential of cattle 
(Bos taurus) and swamp buffalo (Bubalus  bubalis) cloned embryos. J. Reprod. Dev. 56: 49-54.  
Thumanu, K., Tanthanuch, W., Lorthongpanich, C., Heraud, P. and Parnpai. R.  2009. FTIR       
microspectroscopic imaging as a new tool to distinguish chemical composition of mouse blastocyst. J. 
Mol. Struct.  933: 104-111.  
Suteevun-Phermthai, T., Curchoe, C.L., Evans, A.C., Boland, E., Rizos, D., Fair, T., Duffy, P.,       Sung, L.Y., 
Du, F., Chaubal, S., Xu, J., Wechayant, T., Yang, X., Lonergan, P.,  Parnpai, R., and Tian, X. 2009. 
Allelic switching of the imprinted IGF2R gene in  cloned bovine fetuses and calves. Anim. Reprod. 
Science. 116: 19-27. 
Lorthongpanich, C., Yang, S.H., Piotrowska-Nitsche, K., Parnpai, R. and Chan, A.W.S. 2008.       Development 
of single blastomere derived mouse embryos, outgrowths and  embryonic stem cells. 
Reproduction.135: 805-813. 
Lorthongpanich, C., Yang, S.H., Piotrowska-Nitsche, K., Parnpai, R. and Chan, A.W.S. 2008. Chemical 
enhancement in embryo development and stem cell derivation from single blastomeres Cloning Stem 
Cells 10: 503-512. 
Lorthongpanich, C., Laowtammathron, C., Chan, A.W.S., Ketudat-Cairns, M. and Parnpai,  R.  2008. 
Development of interspecies cloned monkey embryo reconstructed with bovine enucleated oocyte. J. 
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Parnpai, R. 2007. Production of cloned embryos in buffalo. Ital.  J. Anim. Sci. 6. Suppl.  2: 102-106.  
Chan, A.W.S., Lorthongpanich, C., Yang, S.H., Piotrowska-Nitche, K. and Parnpai, R. 2007.       Competence of 
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Muenthaisong, S., Laowtammathron, C., Ketudat-Cairns, M., Parnpai, R. and Hochi, S. 2007. Quality analysis 
of buffalo blastocysts derived from oocytes vitrified before  or after enucleation and reconstructed with 
somatic cell nuclei. Theriogenology  67: 893-900. 
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9. งานวจัิยทีป่ระสบความส าเร็จแล้ว 
1. ประสบผลส าเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนม ไดลู้กแฝดเพศเมียเกิดมาเม่ือวนัท่ี 8 กนัยายน 2529 นบัเป็น
รายแรกของประเทศไทย 
2. ประสบผลส าเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนแพะ ไดลู้กแพะเกิดมาเม่ือปี  2532 นบัเป็นรายแรกของประเทศไทย 
3. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโค โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงเกิดมา
เม่ือวนัท่ี 6 มีนาคม 2543 นบัเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย ์และรายท่ี 6 ของโลก 
4.  ประสบความส าเร็จการโคลนน่ิงตวัอ่อนกระบือปลกัโดยใชเ้ซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์แกรนูโลซา
เป็นเซลลต์น้แบบ นบัเป็นรายแรกของโลกท่ีท าและตีพิมพผ์ลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 371-384. 
5. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโคบราห์มนัเพศผูช่ื้อ “ตูมตาม” โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล ์
ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงจากเซลลต์น้แบบตวัเดียวกนั 7 ตวัเกิดมา ดงัน้ี 
1. “ตูมตาม2” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 25 ตุลาคม 2546  
 2. “ตูมตาม3” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 25 พฤศจิกายน 2546   
3.   “ตูมตาม4” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 30 พฤศจิกายน 2546  
4. “ตูมตาม5” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 24 ธนัวาคม 2546  
5. “ตูมตาม6” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 28 ธนัวาคม 2546 
6. “ตูมตาม7” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 5 มกราคม 2547 
7. “ตูมตาม8” เกิดมาเม่ือวนัท่ี 7 มกราคม 2547 
ลูกโคทุกตวัผ่านการตรวจสอบดีเอ็นเอแล้วพบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจ้าของเซลล์ต้นแบบทุก
ประการ และมีสุขภาพสมบูรณ์แขง็แรงดีมาก 
6. ประสบความส าเร็จในการโคลนน่ิงแมวบา้น โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ตน้แบบ ไดลู้กแมว
คลอดออกมามีชีวติ 2 ตวั ในวนัท่ี 25 ธนัวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวติ 2 และ 5 วนั หลงัคลอด  
7. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโคพนัธ์ุขาวล าพูนเพศผูช่ื้อ “อินทนนท์” โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็น
เซลล ์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงเกิดมารายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัท่ี 21 มีนาคม 2550  ไดรั้บการตั้งช่ือวา่ “ขาว
มงคล” และตวัท่ีสอง “เศวต” เกิดเม่ือวนัท่ี 1 กุมภาพนัธ์ 2555 
8. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงแพะพนัธ์ุบอร์เพศผู ้โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ตน้แบบ ไดลู้ก
แพะโคลนน่ิงเกิดมารายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตวั และ วนัท่ี 4 ก.ค. 2550 1 ตวั 
9. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงกระทิงเพศผู ้โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ตน้แบบ ไดลู้กกระทิง
โคลนน่ิงเกิดมารายท่ี 2 ของโลก เม่ือวนัท่ี 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตวั แต่ลูกกระทิงเสียชีวติ 12 ชัว่โมง หลงัคลอด 
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ประวตัผู้ิวจิยั 
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6. สาขาวชิาการทีม่ีความช านาญพเิศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
Molecular Biology & Genetic Engineering (Plant & Animal) 
Recombinant Protein Production 
Gene Expression in cloned animals and stem cells 
7. ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพในการท าการ
วจัิยว่าเป็นผู้อ านวยการแผนงานวจัิย  หัวหน้าโครงการวจัิย หรือผู้ร่วมวจัิยในแต่ละข้อเสนอโครงการวจัิย เป็นต้น 
7.1 ผู้อ านวยการแผนงานวจัิย  :โครงการการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชเ้ช้ือแบคทีเรียในกระบวนการหมกัแบบกะ     
ส่งรายงาน 2554 
7.2 ผู้ประสานงานชุดโครงการ  การวจิยัโปรตีนแห่ง  มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  
ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2551 
7.3 หัวหน้าโครงการวจัิย  : มีช่ือโครงการวจิยั ดงัต่อไปน้ี 
 การหาเคร่ืองหมายโมเลกุลบ่งช้ีทางพนัธุกรรมท่ีสัมพนัธ์กบัความตา้นทานโรคแคงเกอร์ในมะนาวสายพนัธ์ุพิจิตร 
(M33) 
 โมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิ Y ของววั 
 การโคลนและผลิตโปรตีนไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2555 
 การพฒันาเคร่ืองหมายการตรวจสอบยอ้นกลบัปลานิลจากมทส ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2553 
 การคน้หาและการแสดงออกของกลุ่มยนี Glycosyl Hydrolases ในจีโนมของขา้วหอมมะลิ ส่งรายงานการวจิยัฉบบั
สมบูรณ์ 2554 
 การโคลนและผลิตเอน็ไซมเ์อนเทอโรไคเนสสายสั้น ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2551 
 การผลิตรีคอมบิแนนทท์รานสกลูตามิเสนจากปลานิล ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 
 การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Thermostable DNA polymerase จาก Pyrococcus furiosusในแบคทีเรีย   
Escherichia coli ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 
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 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในถงัหมกั ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2549 
 การแสดงออกและการผลิตเบตา้กลูโคสิเดส โดย Pichia pastoris ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2548 
 การจ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรม สรีระวทิยา และพฤติกรรมของไก่พื้นเมืองไทย ส่งรายงานการวจิยัฉบบั
สมบูรณ์ 2547 
 การหาแผนท่ีทางพนัธุกรรมของไผต่ง ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2546 
 การพฒันาวธีิการตรวจหาชนิดของโครโมโซมเพศปลานิล ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2543 
 การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Taq DNA polymerase ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2541 
 
ผู้ร่วมวจัิยในโครงการวจิยั  ดงัต่อไปน้ี 
การโคลนน่ิงตวัอ่อนโค กระบือ แมว และสัตวป่์าใกลสู้ญพนัธ์ โดยใชเ้ซลลร่์างกายเป็นเซลลต์น้แบบ
Investigation of Rice Beta-Glycosidase Gene Functions. 
(National Science and Technology Development Agency National Center for Genetic Engineering and Biotechnology)
   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 
 Clonal Selection of Sweet Bamboo for Commercial and Industrial Uses ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2545 
 Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque (NIH, USA)  แลว้เสร็จ 2537 
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7. ประสบการณ์ทีเ่กี่ยวข้องกบังานวจัิยภายในประเทศ  
7.1 หัวหน้าโครงการวจัิย 
7.2 ผู้ร่วมโครงการวจัิย 
  - เร่ือง  การใชเ้ทคโนโลยโีคลนน่ิงผลิตโคเน้ือ และโคนมพนัธ์ุดีเยีย่ม 
(The use of cloning technology to produce  exotic beef and dairy cattle. )  
ความรับผดิชอบ : จดัเตรียมและดูแลโคตวัรับ ตรวจระบบสืบพนัธ์ุ สอดหลอดฝากตวัอ่อน ตรวจ
การตั้งทอ้ง ดูแลโคตั้งทอ้งและคลอดลูก 
- เร่ือง  ผลของสารสกดัจากลูกยอต่อการรักษาโรคเตา้นมอกัเสบแบบไม่แสดงอาการในโคนม 
(Effect of Morinda citrifolia fruit  extracta on treatment of bovine subclinicla mastitis in dairy 
cow. ) 
 - เร่ือง   การใชป้ระโยชน์จากถัว่ไมยราในอาหารโค  
  (Utilization of Hedge Lucerne Meal in Cattle feed.)  
     - เร่ือง การทดสอบพนัธ์ุโคนมฟรีบราห์  
- เร่ือง  การสร้างสายพนัธ์ุไก่เน้ือโคราช เพื่อการผลิตเป็นอาชีพวสิาหกิจชุมชน  
 
7.3 ผลงานวจัิยตีพมิพ์ 
ผลงานตีพิมพว์ารสารภายในประเทศ 
วศิิษฐิพร สุขสมบติั และเพลิน เมินกระโทก. 2547. การศึกษาการใชป้ระโยชน์ตน้ออ้ยเป็นอาหารหยาบส าหรับ
เล้ียงโคนม. วารสารโคนม 21(2):(26-34) 
 
7.4  ผลงานน าเสนอในที่ประชุมวชิาการระดับนานาชาติ :  - 
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